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Özet: Bu çalışmada, Sanicula europaea L. bitkisi rizom ekstraktlarının MDCK hücre kültürlerinde
influenza virus replikasyonuna etkileri araştırıldı. Bitkinin rizomlarından elde edilen ham ekstrakt
Sephadex G-100 jel filtrasyonu kolon kromatograisi ile dört farklı fraksiyona (Fr.IR, Fr.IIR, Fr. IIIR, ve
Fr. IVR) ayrıldı. Kolon fraksiyonlarından Fr.IR, Fr.IIR, ve Fr. IIIR 100 µg/ml konsantrasyona kadar MDCK
hücreleri üzerinde toksik etki göstermedi. Fr. IVR ise 100 µg/ml konsantrasyonda hücreler için kısmen
toksik bulundu. Toksik olmayan fraksiyonların (Fr.IR, Fr.IIR, ve Fr. IIIR) influenza viruslarına karşı
antiviral aktivitesi plak inhibisyon testleri ile belirlendi. Influenza A/PR/8/34 replikasyonu her üç fraksiyon ile inhibe oldu. En yüksek inhibisyon Fr.IIR ile elde edildi. Influenza A/Vic/1/75, ekstre varlığında
mikroskopik plaklar oluşturdu. Buna karşın aynı fraksiyonlar influenza B/Lee/40 virusuna karşı inhibitif
etki göstermedi. Bu sonuçlar, Sanicula rizom ekstraktlarının anti-influenza A aktivitesi gösteren maddeler içerdiğini göstermektedir.
Anahtar Sözcükler: Sanicula europaea L., Influenza, Antiviral

Anti-Influenza Virus Activity of Water Soluble Extracts of Sanicula
europaea L. Rhizomes
Abstract: The effects of the Sanicula europaea L. rhizome extracts on influenza virus replication in
MDCK cells were investigated. Four different fractions (Fr.IR, Fr.IIR, Fr. IIIR, Fr. IVR) were obtained
from the crude extract of Sanicula europaea L. rhizomes through Sephadex G-100 gel filtration column chromatography. Fr.IR, Fr.IIR, and Fr. IIIR, were found to be non-toxic to MDCK cells up to a concentration of 100 µg/ml. However, Fr. IVR was found to be slightly toxic at a concentration of 100
µg/ml. The antriviral activity of non-toxic fractions (Fr.IR, Fr.IIR, and Fr. IIIR) against influenza viruses was tested by plaque inhibition test. The replication of influenza A/PR/8/34 viruses was inhibited by
these fractions. The highest activity against influenza A/PR/8/34 was found in Fr.IIR. Influenza
. fractions
A/Vic/1/75 produced microscopic plaques in the presence of the extract. However, the same
were not effective against influenza B/Lee/40. These observations show that the Sanicula rhizome
extract contains an anti-influenza A virus substance.
Key Words: Sanicula europaea L., Influenza, Antiviral.

* Bu çalışma İstanbul Üniversitesi Araştırma Fonu tarafından 551/121 192 ve Ö-246/221 196 nolu projeler ile desteklenmiştir.
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Giriş

Sanicula europaea L. halk arasında çeşitli yaraların iyileştirilmesinde, solunum sistemi ve gastro-intestinal rahatsızlıkların tedavisinde kullanıldığı belirtilen bir bitkidir (1,2). Bu bitkiden izole
edilen ve gerek yapısal gerekse biyolojik aktivite yönünden üzerinde en çok çalışılan molekül
grubunu saponinler oluşturmaktadır. Sanicula europaea L. saponinlerinin antibakteriyal (3), antifungal (3) ve hemolitik (4) aktiviteye sahip olduğu rapor edilmektedir. Sanicula europaea L.’nin
antiviral aktivitesine yönelik olarak yaptığımız çalışmalarda, bitkinin yaprak ekstresinin bakteribakteriyofaj model sisteminde bakteriyofaj T2hr+ infeksiyonunu adsorbsiyon kademesinde
inhibe ettiği (5), ve aynı yaprak ekstresinin influenza A virus replikasyonunu ileri derecede durdurduğu ortaya kondu (6). Bu çalışmada da zaman zaman minor ve major antijenik yapı
değişmeleri geçirerek epidemi ve pandemilere yol açan, büyük ekonomik kayıplara, hatta özellikle pandemilerde yüksek oranlarda ölümlere neden olabilen influenza viruslarına karşı Sanicula
europaea L. rizomlarından elde edilen ekstrelerin anti-influenza virus aktivitesi araştırıldı ve
Sanicula europaea L. rizomlarının da, yaprak ekstrelerinde olduğu gibi (6) influenza A viruslarına
karşı antiviral ajan olarak kullanım için önemli bir potansiyele sahip olduğu belirlendi.
Materyal ve Metod
Bitkisel Materyal
Bu çalışmada Umbelliferae (Apiaceae) familyası içerisinde yer alan Sanicula europaea L. bitkisinin rizomlarından elde edilen ekstraktların antiviral aktivitesi araştırıldı. Doğu Karadeniz
Bölgesinden (Artvin/Arhavi) toplanan Sanicula europaea L. bitkisi Biyoloji Bölümü-Botanik bahçesine (İstanbul Üniversitesi) ekildi. Burada yetiştirilen bitkilerin rizomları ekstraksiyon için kullanıldı.
Hücre
İlk kez 1958 yılında Maden ve Darby (7) isimli araştırmacıların cocker spaniel cinsi köpek
böbreğinden elde ettikleri epitel tabiatlı MDCK (Maden-Darby canine kidney) hücreleri influenza
virus çalışmalarında konak olarak kullanıldı. MDCK hücreleri % 10 fetal calf serum (Gibco), 100
U/ml penicillin ve 100 µg/ml streptomycin içeren, NaHCO3 ile tamponlanmış Eagle’in % 90 nispi
nem ortamı ve % 5 CO2 sağlayan etüvde (Heraus B-5060 EK/CO2) 37°C’da üretildi.
Viruslar
Çalışmamızda Orthomyxoviridae familyasında yer alan, zarflı ve tek iplikli segmentlenmiş
RNA genomuna sahip influenza A/PR/8/34 (H1N1), influenza A/Vic/1/75 (H3N2) ve influenza
B/Lee/40 subtipleri kullanıldı. Viruslar embriyonlu tavuk yumurtasında üretildi. Döllenmiş tavuk
yumurtaları 37°C’da kuluçka makinasında inkübe edildi. 10-11 günlük olan embriyonlu yumurtaların allantoik keselerine steril koşullarda 0.1 ml virus örneği (~105 pfu:plaque forming unit)
enjekte edildi. Yumartalar 48 saat 35.5°C’da inkübe edildikten sonra hava kesesinin bulunduğu
bölgeden açıldı ve allantoik sıvıları toplandı. Toplanan allantoik sıvı örnekleri oda temperatüründe
3.000xg’de 10 dakika santrifüj edildi ve küçük miktarlara (0.5-1 ml) bölünerek -80 °C’da saklandı.
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Bitkisel Ham Ekstraktın Hazırlanması
Taze toplanan sanicula europaea L. rizomları akarsuda iyice yıkandıktan sonra distile sudan
geçirildi. 100 gr bitkisel materyal 500 ml bidistile su içerisinde bıçaklı homojenizer kullanılarak
homojenize edildi. Homojenat temiz bir tülbentten geçirildikten sonra 20 °C’da 15.000xg’de 25
dakika santrifüj (Heraus, Suprafuge 22) edildi. Süpernatant 40 °C’da evaporasyonla
yoğunlaştırıldı ve liyofilize edildi. Toz haline getirilen ham ekstrakt Sephadex G-100 jel filtrasyonu kolon kromatografisi ile fraksiyonlandı.
Sitotoksisite Testi

Sanicula europaea L. rizom ekstraktlarının MDCK hücrelerine etkileri, farklı konsantrasyonlarda ekstre içeren besi ortamlarında hücrelerin 72 saatlik inkübasyon periyodu sonrası eriştikleri final sayısal değerlerin karşılaştırılması ile ortaya kondu. Bu amaçla MDCK hücreleri ekstresiz (kontrol) ve ekstre katılmış üretme besiyerleri (% 10 fetal calf serum, 100 U/ml penicillin ve
100 µg/ml streptomycin içeren MEM) içeren 24-kuyulu kültür kaplarına ekildi (5-8x104
hücre/kuyu). Kültürler, > % 90 nispi nem ortamı ve % 5 CO2 sağlayan etüvde, 37 °C’da inkübe
edildi. 72 saatlik inkübasyon periyodu sonunda kültürlerdeki hücreler % 0.05 tripsin enzimi ile
süspansiyon haline getirildi ve % 0.4 tripan mavisi ile boyandıktan sonra hemositometrede
sayıldı.
Ekstraktların İnfluenza Virus Replikasyonu Üzerinde Denenmesi

Sanicula europaea L. rizom ekstraktlarının influenza viruslarına karşı antiviral aktivitelerinin
saptanmasında “Plak İnhibisyon Testi” (8) kullanıldı. Plak inhibisyon testinde konak hücre olarak
MDCK hücrelerinden yararlanıldı. Tripsin enzimi etkisiyle süspansiyon haline getirilen ~5x105
hücre/kuyu olacak şekilde 6-kuyulu kültür kaplarına ekildi ve kültürler 37 °C’da, % 5 CO2’li
ortamda 3 gün inkübe edildi. Tam tabaka oluşturmuş olan MDCK hücreleri serum içermeyen
tamponlanmış MEM [MEM (-)] ile yıkandı. % 1 bovine serum albumin (BSA) içerisinde uygun
oranda sulandırılan virus süspansiyonundan her bir kuyuya 400 µl eklendi ve virusların hücrelere
adsorbe olmaları için 45 dakika inkübe edildi. Hücreler tekrar MEM (-) ile yıkanarak adsorbe
olmamış viruslar uzaklaştırıldı. Daha sonra hücrelerin üzerine farklı konsantrasyonlarda ekstre
içeren veya ekstre içermeyen (kontrol) muhafaza besiyerleri (% 0.8 agaroz, % 0.2 BSA ve 4
µg/ml tripsin içeren MEM) döküldü. Kültürler 34 °C’da, % 5 CO2 ’li ortamda 2-3 gün inkübe
edildi. İnkübasyon sonrasında hücreler “etanol : asetik asit” (1:1) ile 1 saat fikse edildi ve % 0.5
amido black ile boyanarak virus plakları görünür hale getirildi. Kültürlerdeki virus titresi, % plak
formasyonu olarak ortaya kondu.
Bulgular
Ham Ekstraktın Jel Filtrasyon Kolon Kromatografisi ile Fraksiyonlanması
Bitki rizomlarından bidistile su ile hazırlanan ham ekstrat Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonundan geçirilerek molekül ağırlıklarına göre farklı fraksiyonlara ayrıldı (Şekil 1). Elde edilen
elüsyon profiline göre kendi aralarında birleştirilen 10-16.fraksiyonlar, Fraksiyon IR (Fr.IR); 1729. fraksiyonlar, Fraksiyon IIR (Fr.IIR); 30-36. fraksiyonlar, Fraksiyon IIIR (Fr.IIIR) ve 37-47.
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fraksiyonlar, Fraksiyon IVR (Fr.IVR) olarak adlandırıldı. Kolondan ayrılan farklı fraksiyonlar evaporasyonla yoğunlaştırıldıktan sonra liyofilize edilerek toz haline getirildi ve total ekstrakttaki
madde miktarına oranlanarak her bir fraksiyondaki madde miktarı belirlendi (Tablo 1). Elde
edilen fraksiyonlar influenza viruslarına karşı aktivite testlerinde kullanıldı.
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Fraksiyonlar
Şekil 1.

Sanicula europaea L. rizomlarından hazırlanan ham ekstraktın Sephadex G-100 jel filtrasyonu kolon kromatografisi ile analizi. Çözücü olarak bidistile su kullanıldı. Kolona uygulanan madde miktarı 250 mg.
Kolan hacmi 2.5x100 cm. Kolon akış hızı 18 ml/saat.

Tablo 1.

Sanicula europaea L. rizomlarından hazırlanan ham ekstrakttan kromatograik yolla elde edilen fraksiyonların yüzde miktarları. ± Standart sapmaları göstermektedir. (n=4).

Total ekstrakt

Fr.I

250 mg
(% 100)

Fr.IIR

Fr.IIIR

Fr.IVR

Kayıp

36.8 ± 3 mg

11.5 ± 2 mg

6.0 ± 0.8 mg

133.7 ± 7 mg

62.0 mg

(% 14.7)

(% 4.6)

(% 2.4)

(% 53.5)

(% 24.8)

R

Ekstraktların MDCK Hücrelerine Etkileri
Sephadex G-100 jel filtrasyonu kolon kromatografisi ile elde edilen Fr.IR, Fr.IIR ve Fr.IIIR, ‘ün
100 µg/ml konsantrasyona kadar hücreler için toksik olmadığı, Fr.VIR ‘ ün ise 100 µg/ml konsantrasyonda toksik olduğu ortaya kondu (Şekil 2). 300 µg/ml ve üzerindeki konsantrasyonlarda tüm fraksiyonlarda toksik etki saptandı.
Ekstraktların İnfluenza Virus Replikasyonuna Etkileri
Fr.IR, Fr.IIR ve Fr.IIIR, 100 µg/ml konsantrasyona kadar influenza A/PR/8/34, influenza
A/Vic/1/75 ve influenza B/Lee/40 replikasyonu üzerinde denendi. Ekstrelerin influenza
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A/PR/8/34 ve A/Vic/1/75’e karşı antiviral aktivite gösterdiği, influenza B/Lee/40’a karşı ise etkisiz olduğu saptandı (Şekil 3 ve 4). Kolon fraksiyonlarından Fr.IR’de aktivite çok düşük
bulunurken, Fr.IIR’de en yüksek aktivite elde edildi. Ekstre içeren ortamlarda influenza
A/Vic/1/75 mikroskopik plaklar oluşturdu. Fr.VIR ise 100 µg/ml konsantrasyonda toksik
olduğundan viruslar üzerinde denenmedi.
Şekil 2.

Ham ekstrakttan Sephadex G-100 jel
filtrasyonu kolon kromatografisi ile
elde edilen fraksiyonların MDCK
hücrelerine etkileri. MDCK hücreleri
24-kuyulu kültür kapları kullanılarak
farklı konsantrasyonlarda ekstre
içeren [Fr.IR (l), Fr.IIR (m), Fr.IIIR (s),
Fr.IVR (∆)] besiyerlerine ekildi (58x104 hücre/kuyu). Kültürler >% 90
nispi nem ve % 5 CO2 içeren ortamda 37°C’da inkübe edildi. 72 saatlik
inkübasyon periyodu sonunda hücreler % 0.05 tripsin enzimi kullanılarak
süspansiyon haline getirildi ve canlı
hücre sayısı belirlendi:

Şekil 3.

Ham ekstrakttan Sephadex G-100 jel
filtrasyonu kolon kromatografisi ile
elde edilen fraksiyonların [Fr.IR (l),
Fr.IIR (m), Fr.IIIR (s)] influenza
A/PR/8/34 (-) ve influenza B/Lee/40
(...) plak formasyonuna etkileri.
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Tartışma ve Sonuç
İnfluenza virusları sık sık grip salgınlarına neden olan çok önemli insan patojenidirler (9).
İnfluenza infeksiyonları çoğunlukla tedavi gerektirmeden bireyin bağışıklık sistemi ile kontrol
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Şekil 4.

100 µg/ml konsantrasyonda ekstrakt içeren ortamlarda influenza A/PR/8/34, A/Vic/1/75 ve B/Lee/40’ın
oluşturduğu plaklar. O. MDCK (kontrol); 1. +infeksiyon, -ekstrakt; 2. +infeksiyon, +Fr.IR ; 3. +infeksiyon,
+Fr.IIR ; 4. +infeksiyon, + Fr.IIIR.

altına alınabilmekle birlikte, özellikle influenza A viruslarının neden olduğu pandemilerde yüksek
oranlarda ölümlere neden olmaktadır. Örneğin 1918-1919 yıllarında influenza A H1N1 subtipinin neden olduğu pandemide 20-30 milyon insanın yaşamını yitirdiği rapor edilmektedir
(10,11).
Günümüzde, anti-influenza virus aktivitesi gösteren amantadine ve bunun yapısal analogu
olan rimantadine risk grubuna giren bireylerin influenza infeksiyonlarına karşı korunması
amacıyla profilaktik olarak kullanılmaktadır (12). Bu antiviraller dar aktivite spektrumuna sahiptirler ve sadece influenza A ırkına karşı etkilidirler (13,14). Farklı konsantrasyonlarda amantadine kullanılarak gerçekleştirilen çalışmalarda bu maddenin hücre kültürlerinde farklı etki tarzları
ortaya konmuştur. Amantadine düşük konsantrasyonlarda (0.1-5 µM) influenza A viruslarını
spesifik bir şekilde inhibe eder (13,15). Bu etki tarzında amantadine’nin birincil hedefinin
matriks (M2) proteini olduğu rapor edilmektedir (13,16). Klinik kullanım için uygun olmayan
yüksek dozlarda (>0.1 mM) amantadine ise endozomal pH’yı yükselterek influenza A viruslarının
yanısıra endositoz yoluyla hücreye giren influenza B, rubella ve paramyxovirus gibi diğer zarflı
virusları da inhibe etmektedir (17). Amantadine’in bu inhibitör etkisi non-spesifik bir etkidir.
Methylamine, chloroquine ve amonyum tuzları gibi zayıf bazik tabiatlı maddeler de hücrelerin
endozomal pH’sını yükselterek influenza viruslarını kot atma kademesinde non-spesifik olarak
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inhibe ederler (18,19). Sanicula europaea L. rizomlarından elde edilen aktif fraksiyonların
influenza B viruslarını inhibe etmemeleri, bu ekstraktların yukarıda belirtilen maddelerin ve yüksek konsantrasyonlarda amantadine’in gösterdiği etkiden farklı bir aksiyon mekanizmasına sahip
olduğunu göstermektedir. Daha önce Sanicula europaea L.’nin yapraklarından hazırladığımız
ekstraktların bakteriyofajlar üzerinde gösterdiği aktivitenin aksine (5) influenza A/PR/8/34 ve
influenza B/Lee/40 virusların MDCK hücrelerine adsorbsiyonlarını etkilemediği, influenza
A/PR/8/34 üzerinde direkt virusidal etki yapmadığı ve in vitro koşullarda influenza A RNA
polimeraz aktivitesini inhibe ettiği ortaya kondu (6). Dolayısıyla bu çalışma sonucunda Sanicula
euoropaea L. bitkisinde antiviral aktivite gösteren molekülün (veya moleküllerin) bitkinin farklı
organlarında dağılım gösterdiği, influenza virusları üzerinde virusidal etki yapmadan ve virusların
MDCK hücrelerine tutunmasını etkilemeden hücre içerisinde gerçekleşen viral replikasyonla ilgili
olay(lar)ı inhibe ettiği saptandı. Buna karşın, ekstraktların virus replikasyonuna karşı gösterdiği
antiviral aktivitenin moleküler mekanizması ve aktif moleküllerin yapısı bilinmemektedir.
Ekstraktların antiviral aksiyon mekanizması, aktif molekül veya moleküllerin saflaştırılması ve bu
moleküllerin yapısının ortaya konması bundan sonraki çalışmalarımızın temel hedefini oluşturmaktadır.
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